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In vielen Lebensmitteln, insbesondere in fetthaltigen Produkten, entstehen bei
der Lagerung oder bei Erhitzungsprozessen in groerem Umfang Carbonylverbindun-
gen, die mit vorhandenen Proteinen reagieren konnen. Uns interessierten derartige
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Reaktionen im Zusammenhang mit Lagerverinderungen bei Milchpulvern verschie-
dener Herstellung. Hier sind speziell zwischen Membranproteinen und Carbonyl-
verbindungen Umsetzungen zu erwarten. In Modellversuchen mit Casein und Athanal
sollte zunéchst geklart werden, welche analytischen Methoden zur Erfassung solcher
Reaktionen geeignet sind. Casein wurde fiir diese Versuche gewihlt, weil es in homo-
genisierter Milch Anteil am Aufbau der Fettkiigelchenmembranen hat (vgl. dazu
BrRUNNER und Mitarb.; 1, 2, 3). Athanal ist sehr reaktionsfihig und es gehort nach
SCHORMULLER u. WALTHER (4) noch mit zu den in Milchpulvern in groBeren Mengen
auftretenden Carbonylverbindungen.

Experimentelle Angaben

1. Casein

Das verwendete Casein wurde aus frischer Vollmilch nach Hrep (5) ‘hergestellt. Das frisch
gefiillte Casein wurde zur Entfernung von Fettresten 24 Std mit Alkohol-Ather-Gemisch geriihrt.
Anschlielend wurde abgesaugt, mit Ather gewaschen und iiber P,0; im Vakuum getrocknet.

2. Umsetzung mit Athanal

Je 2 g Casein wurden in 20 ml Wasser bei pH 6,5 und Zimmertemperatur mit 8 ml einer 109-
igen Losung von Athanal in Wasser umgesetzt. Nach Reaktionszeiten von 5, 15, 60 und 120 min
wurde das Protein mit 109 iger Trichloressigsiure gefillt, mit Alkohol und Ather gewaschen und
im Vakuum iiber P,05 getrocknet. Das umgesetzte Casein ist im Folgenden mit Cp, 5, Og, 15, Cr 6o
und Cp 34, das nichtumgesetzte Casein mit C'y; bezeichnet.

3. Trennung an DEAE-Cellulose

Oy und Cg, 1z wurden an DEAE-Cellulose nach der Methode von YAGUcCHT (6) chromato-

graphiert.
4. Elektrophorese in Polyacrylamidgel

Das verwendete Geriit wurde in Anlehnung an die Angaben von BLOEMENDAL (7) gebaut. Ein
rundes Plastikgefi (PVC) mit einem 10 cm hohen Rand wurde auf ein 1 1 Becherglas aufgesetzt,
das etwa 400ml Puffer enthielt. Sechs Licher in 3 verschiedenen GréBen (14, 11 und 9mm &) mit
Ansatzstutzen waren so am Boden des GefiBes angebracht, daB darin 6 kleine Glassiulen, gefiillt
mit Gel, dichtschlieBend eingesetzt werden kénnen. Der Plastikbehiilter wurde ebenfalls mit
Puffer gefiillt und als Kathodenraum geschaltet. Als Elektroden wurden diinne Platinbleche mit
einer Oberfliche von etwa 15 cm? benutzt.

Das Gel wurde nach Barka (8) durch Vermischen gleicher Volumina folgender Losungen her-
gestellt:

1. 30g Acrylamid (Fluka AG)und 0,8 g N, N-Methylenbisacrylamid (Fluka AG) in 100 mIWasser.
2. 1,6 g B-Dimethylaminopropionitril (Fluka) in 100 ml Wasser.

3. 0,03 g Kaliumeisen(IT)-cyanid in 100 ml Wasser.

4. 0,48 g Ammoniumperoxy-disulfat in 100 ml Wasser.

Das Gemisch wurde in die unten verstopften, etwa 60—70 mm langen Glasrshrchen bis zu
einer Hohe von 50 mm eingefiillt und 45 min in ein Wasserbad von 37° C eingehidngt. Danach
wurden Wasser und iiberstehende Losung entfernt; nach 1 Std war das Gel gebrauchsfertig. Die
gefiillten Rohrchen wurden in der verwendeten Pufferlésung aufbewahrt, einem Veronalpuffer
pH 8,9 (Ionenstéirke I" /2 = 0,05), der 4,8 molar an Harnstoff war.

0,020 bis 0,030 ml der entsprechenden Caseinlésung (100 mg pro ml Puffer, 7 molar an Harn-
stoff) wurden der Pufferlésung an der Oberfliiche des Gels vorsichtig unterschichtet. Der Puffer im
unteren Gefdl wurde wiihrend des Versuchs durch Wasserkiihlung auf 11° ¢ gehalten. Es wurde
eine Arbeitsspannung von 20 V/em (7—9 mA) benutzt. Nach 45 min Elektrophorese wurde der
Gelkorper mit Hilfe einer Injektionsspritze aus dem Glasrdhrchen herausgeholt und 30 min in einer
0,25%igen Amidoschwarzlésung (Amidoschwarz 10 B in Methanol-Wasser-Eisessig, 50-50-10,
v-v-v) angefiirbt. Der UberschuB an Farbstoff wurde durch Auswaschen mit dem Losungsmittel
entfernt.

5. Sedimentationsanalyse

Die Sedimentationsversuche wurden in einem linearen Zuckergradienten durchgefiihrt (9).
Der Gradient wurde aus je 5 ml Losung der beiden Grenzkonzentrationen (40%ige und 209%,ige
Saccharoselésung in 0,05 m-Tris-HCL-Puffer pH7,5) in den Celluloidzentrifugenréhrchen hergestellt
und stand vor dem Lauf 16—17 Std bei 3° C (10). Nach dem Stehen wurde mit 0,15 ml einer



39, igen Proteinlosung im gleichen Puffer iiberschichtet. Die Rohrchen wurden fest verschlossen
und im Rotor 40 der priiparativen Ultrazentrifuge, Spinco Modell L (Beckman) zentrifugiert. Bei
den Angaben iiber die Zentrifugierdauer wurden die zur Beschleunigung und Verzogerung be-
notigten Zeiten beriicksichtigt. Nach beendeter Zentrifugation wurden die Celluloidrdhrchen vor-
sichtig aus dem Rotor genommen und am Boden mit einer Nadel angestochen. Die sehr langsam
ausflieBende Losung wurde in 0,7—0,8 ml-Fraktionen aufgefangen. In den Fraktionen wurde
nach dem Verdiinnen mit 3,5 ml Wasser die Extinktion bei 280 nm gemessen.

6. Qelfiltration

18 g Sephadex G 100 (Pharmacia) wurden 24 Std in 0,02 m-Phosphatpuffer pH 7,2, der 0,8
molar an Ammonsulfat war, gequollen. Das Gel wurde wiederholt aufgeschlimmt, feine Partikel
wurden dekantiert. AnschlieBend wurde das Gel in einer Séule von 30 mm Durchmesser gefiillt
(11). Fiir die Molekulargewichtsbestimmungen wurde eine Eichkurve mit verschiedenen Proteinen
von bekanntem Molekulargewicht aufgestellt. Dazu wurden je 15 mg Protein in 1 ml des genannten
Puffers auf die Saule gegeben und mit dem gleichen Puffer eluiert. Es wurden 4 ml-Fraktionen
gesammelt, deren Extinktionen bei 280 nm gemessen werden. Lactatdehydrogenase wurde durch
optischen Test, Himoglobin bei 540 nm gemessen. Mit den Caseinen wurde in gleicher Weise ver-
fahren. Die Bestimmung erfolgte bei 280 nm.

7. Hydrolyse mit Trypsin

Je 50 mg Protein wurden in 9 ml 0,05 m-Phosphatputfer pH 7,2 gelost, mit 0,5 mg Trypsin
(Serva, 2 X krist., reinst) in 1 ml Puffer versetat und bei 37° C bebriitet. Der Verlauf der Hydro-
lyse wurde durch Ninhydrinanféirbung von 0,1 ml-Proben (12, 13) verfolgt.

8. Diinnschichichromatographie tryptischer Hydrolysate

Die tryptische Hydrolyse erfolgte tiber 24 Std in der unter 7. beschriebenen Weise. Nur wurde
nicht in Puffer gearbeitet, sondern der pH Wert wurde durch Zugabe von 0,1 n-NaOH auf 7,2 ge-
halten. Chromatographiert wurden je 10 ul (= 50 pg Protein) auf Kieselgel G-Schichten (Merck)
von 0,25 mm Dicke, mit den FlieBmitteln n-Butanol/Eisessig /Wasser (4:1:1, v:v), Chloroform/Me-
thanol/17%,iges Ammoniak (2:1:1, v: V), Phenol/Wasser (75: 25, g: g). Anfdrbung erfolgte mit
Ninhydrin (0,3%ig in n-Butanol).

9. Bestimmung der Michaeliskonstanien

Zu 2 ml wiBriger Proteinlosungen verschiedener Konzentrationen (0,2—20 mg/ml) wurden
je 1 ml wiBriger Trypsinlésung (0,5 mg/ml) gegeben; die Anséitze wurden mit 5 ml 0,05 m-Phos-
phatputfer pH 8,0 versetzt und mit Wasser auf 8 ml aufgefiillt. Nach 60 min wurde die Reaktion
durch Zugabe von 2 ml 109%iger Trichloressigsidure abgebrochen. Nach Filtration wurde bei
280 nm gegen Blindwert gemessen. Die Michaeliskonstanten und die maximalen Reaktions-
geschwindigkeiten wurden auf graphischem Wege nach LINEWEAVER und BURK (14) durch Auf-
tragen von [s] /E gegen [s] erhalten ([s]: Proteinkonzentration ; E: Extinktion bei 280 nm).

10. Reaktion mit 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol

Je 150 mg Protein wurden in 10 ml 0,05 m-KCl geldst, mit 0,056 n-KOH auf pH 8,0 eingestellt
und mit 0,3 ml FDNB (Merck) versetzt. Nach 120 min bei 40° C und pH 8,0 im pH-Staten wurde
iiberschiissiges Reagens ausgedthert. Das DNP-Protein wurde mit 60%iger Trichloressigsdure ge-
fillt, abzentrifugiert, mit Aceton/Wasser, Aceton und Ather gewaschen und iiber P,O; getrocknet.
Die Extinktion der DNP-Proteine wurden in 1% iger Hydrogencarbonatlosung bei 355 nm gemes-
sen. Zur Bestimmung von ¢-DNP-Lysin wurde der Reaktionsansatz nach dem Auséithern — ohne
Isolierung des DNP-Proteins —mit dem gleichenVolumen konz. HCl versetzt und 20 Std am Riick-
fluB hydrolysiert. AnschlieBend wurde eingeengt und mit Wasser so weit verdiinnt, daB die Losung
otwa normal an HCI war. Nach mehrmaligem Ausithern wurde die wéfrige Phase zur Trockne
eingeengt und in 2 ml 19%iger Hydrogencarbonatlésung aufgenommen. Je 10 pl1 dieser Losung
wurden diinnschichtchromatographisch auf Kieselgel G mit n-Propanol/Ammoniak (70:30, v:v)
aufgetrennt. Der dem e-DNP-Lysin entsprechende Fleck (R¢ = 0,56) wurde abgekratzt und das
Kieselgel mit 4 ml 1%iger Hydrogencarbonatlosung extrahiert. Nach Zentrifugation wurde die
Losung gegen einen Leerwert bei 360 nm gemessen. Der molare Extinktionskoeffizient von e-DNP-
Lysin wurde in Vorversuchen zu 16800 bestimmst. Die Hydrolysenverluste lagen unter den ange-
gebenen Bedingungen bei 27%. Die erhaltenen Werte wurden entsprechend korrigiert.

11. Aminosiureanalysen
Die Proteine wurden mit 6 n-HCl (3 X destilliert) 24 Std am RiickfluB hydrolysiert (Ver-
diinnung 1: 10000). Die Analysen erfolgten mit dem Aminomaten (Fa. Bender & Hobein, Miin-
chen) nach dem Verfahren von Haxnia (21).



Ergebnisse

Die Abb. 1 und 2 zeigen das unterschiedliche chromatographische Verhalten von
nicht-umgesetztem Casein (Cy) und Casein nach 120 min Reaktion mit Athanal
(Cg» 120) an DEAE-Cellulose. Wihrend das Chromatogramm von C' im wesentlichen
den Angaben von YAcucHr (6) entspricht, erscheint bei ¢ R, 120 die Hauptmenge der
Substanz in einem Peak, etwa im Bereich der g-Caseinfraktionen (vgl. Abb. 1). Die
sehr weitgehende Differenzierung von Cyp, ist bei C R, 120 aufgehoben. Die Elution der
iiberwiegenden Menge von Cp 1, mit — im Vergleich zu Cy — niedrigeren NaCl-
Konzentrationen deutet auf eine Abnahme der negativen UberschuBladung.
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Zu dem gleichen Ergebnis fiihrte die Elekirophorese in Polyacrylamidgel (Abb. 3).
Cy zeigt — neben einer Startzone — drei a-Casein- und vier f-Casein-Banden. Bei
Cp, 120 ist dagegen — wieder neben einer nicht ausgewanderten Zone am Start —
im o-Casein- und im B-Casein jeweils nur noch eine Bande vorhanden. Vergleicht
man diese beiden Banden von Cg, 15 mit
den am weitesten in Richtung Anode ge- g5 : 4,925td; 111-10%g
laufenen Zonen der «- und p-Casein-Frak- Em(
tionen von Cy, dann fillt die kleinere Aus-
wanderung der Cg, 15-Banden auf. Auch
das elektrophoretische Verhaltenvon Cg, 159 00
zeigt gegeniiber Cy eine starke Verringe- i
rung der trennbaren Komponenten und = |,
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Das Verhalten von Cy und Cp, 15, bel
der Sedimentation in einem Saccharose-
gradienten ist auch deutlich unterschiedlich g5
(Abb. 4).
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teil an der schneller sedimentierenden , Og: ——— (jeweils 0,55 ml)
Komponente grofer als bei Cy. Die daraus
abzuleitende VergroBerung des Molekulargewichts durch die Reaktion mit Athanal
folgt auch aus dem Verhalten von C'yy und Cp, 14 bei der Gelfiltration. Abb. 5 zeigt
eine Eichkurve, die mit 8 verschiedenen Proteinen von bekanntem Molekulargewicht
fiir Sephadex G 100 aufgestellt wurde. Alle gemessenen Werte liegen in guter Néhe-

rung auf einer Geraden, wenn ]3/1?: gegen ]/Mol.-Gew. aufgetragen wird. Cy liefert
unter den gleichen Bedingungen zwei Peaks (Abb. 6). Aus den K ;-Werten folgen aus
der Eichkurve fiir die Molekulargewichte der beiden Komponenten Werte von 44100



und 54 800. Cg, 15 erscheint in einem Peak (Abb. 6) mit K, = 0. Das entspricht einem
Molekulargewicht >115000. Die tryptische Spaltbarkeit von Casein nimmt mit zu-
nehmender Dauer der Athanal-Einwirkung ab (Abb. 7). Das driickt sich auch in der
Abnahme der bei Diinnschichtchromatographie eines tryptischen Hydrolysates von
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Cy und Cp, ;4 auftretenden Spalt-
peptide aus (Abb. 8). Die fir die
Hydrolyse von Oy und Cp, 1,0 be-
stimmten Michaeliskonstanten und
maximalen Reaktionsgeschwindig-
keiten sind in Tab. 1 enthalten.

Abb. 8. Diinnschichichromatographische
Trennung von tryptischen Casein- und mit
Athanal wmgesetzten. Caseinhydrolysaten.
I = Casein (Cy), II = Casein,
umgeseizt (Cg)



Tabelle 1. Michaeliskonstanten (K ) Tabelle 2. Lysingehalt von Cy und Cp, 150, &-DN P-Lysin-

und maximale Reaktionsgeschwin- gehalt und DN P-Reste von DNP-Cy und DNP-Cg, 15
digkeiten (Ey,,) fir die Hydrolyse (alle Werte in Aminosgureresten pro 16000 g N)
von Cy und Cg, 15 durch Trypsin
Protein Lysin  e-DNP-Lysin*  DNP-Reste**
Protein KM Emax
mg/ml Cy 59 — —
Or,120 57 — —
Cy 2,18 1,58 DNP-Cy — 31 24,4
Cr,120 3,77 2,10 DNP-Cg,120] — 25 15,4
* (emessen nach Hydrolyse der DNP-Proteine und chromatographischer Abtrennung von
&-DNP-Lysin.

*% Direkt am DNP-Protein gemessen. Berechnung nach BaTTERSBY und CrA1G (15) mit einem
molaren Extinktionskoeffizienten von 14 500.

Der Kj-Wert von Cp, 14 ist deutlich erhoht, ebenso die maximale Reaktions-
geschwindigkeit. _

In Tab. 2 sind die Ergebnisse der Umsetzung mit 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol (DNFB)
zusammengestellt.

Nur 31 der laut Aminosidureanalyse vorhandenen 59 Lysinreste reagieren mit
DNFB. Durch den Umsatz mit Athanal sind weitere 6 Lysinreste nicht mehr reak-
tionsfiahig. Aus der Aminoséureanalyse ergab sich jedoch nur eine Differenz von
2 Lysinresten zwischen Cy und Cp, 15 Diese Abweichung kénnte auf einer Frei-
setzung von urspriinglich durch die Reaktion mit Athanal blockierten Lysinresten
unter den Bedingungen der sauren Hydrolyse beruhen. Da sich aber in Versuchen
mit Lysin keine Anhaltspunkte fiir eine derartige Riickspaltung ergaben, ist
es wahrscheinlich, daB bei Cp, 15 durch Vernetzungsreaktionen zwischen Peptid-
ketten auch Aminosiurereste, die nicht mit Athanal reagiert haben, so im Molekiil
begraben sind, daB sie nicht mit FDNB reagieren konnen. Die direkte Bestimmung
der DNP-Reste in den nicht hydrolysierten DNP-Proteinen ergab ebenfalls eine
starke Abnahme nach Umsatz mit Athanal. Auffallend ist nur, daBl diese Werte
niedriger liegen als die fiir ¢-DNP-Lysin, obwohl sie hoher zu erwarten wéren.

Diskussion

Uber Reaktionen zwischen Carbonylverbindungen und Proteinen ist — im Gegen-
satz zu den sehr intensiv bearbeiteten Umsetzungen zwischen Kohlenhydraten und
Proteinen — nicht viel bekannt. MoraMMAD (16) fand eine Braunung von Rinder-
serumalbumin durch Athanal bei pH 7,8. RoBERT und Mitarb. (17, 18, 19) konnten
in einer Reihe von Arbeiten zeigen, daB bei der Reaktion zwischen Proteinen und
Athanal die freien NH,-Gruppen abnehmen und daB die enzymatische Spaltbarkeit
(Trypsin, Papain) herabgesetzt wird. Entsprechend sinkt das N/C-Verhaltnis. MILox
(20) fand, daB Aldehyde, die iiberwiegend in der Hydratform vorliegen, zu Quer-
vernetzungen von Peptidketten fiihren. Die bei der vorliegenden Arbeit erhaltenen
Ergebnisse liegen in der gleichen Richtung. Verschiedene analytische Methoden
zeigten deutlich Verédnderungen am Casein nach Einwirkung von Athanal. Die Zahl
der durch Chromatographie an DEAE-Cellulose und Elektrophorese in Polyacryl-
amidgel trennbaren Komponenten ist bei Cg, 159 stark herabgesetzt gegeniiber Cy.
Zusammen mit der ebenfalls beobachteten Abnahme der negativen UberschuBladung
bei Cg, 150 deutet dieses Verhalten auf eine Vernetzung von Peptidketten. Da Athanal
an NH,-Gruppen — also an kationischen Gruppen — angreifen wird, ist es nahelie-
gend, das scheinbare Abnehmen anionischer Gruppen mit jhrer Einbettung in das
19 Z. Lebensmitt.-Untersuch., Band 136



Innere einer stirker vernetzten Struktur zu erkliren. Zu analytisch &hnlichen Er-
gebnissen gelangte Nisuikawa (22) durch Erhitzen von Rindermagermilch auf
70—120° C. Das Erhitzen verursachte einige Verédnderungen im chromatographischen
Verhalten an DEAE-Cellulose. Die Veranderungen bestanden darin, da Schwanz-
bildung (,,tailed*-peak) zwischen der Position des a- und B-Caseins und eine Steige-
rung der mit Alkali eluierten Fraktion erhalten wurde.

Die Reaktion mit FDNB liBt ebenfalls auf eine Vernetzung durch Athanal
schliefen, weil die Differenz der durch FDNB erfaBbaren Lysinreste bei € und
Cg, 120 Wesentlich gréBer ist als die Differenz der nach Aminosiureanalyse vorhande-
nen Lysinreste. Dariiber hinaus zeigt die Reaktion mit FDNB, da8 ein Teil der Lysin-
reste durch Athanal blockiert wird. Uber @hnliche Ergebnisse der FDNB-Reaktion
berichten ANDREWS u. Mitarb. (23), die die Autoxydationsprodukte von Methyllin-
oleat-Gelatine und Methyllinoleat-Insulin untersuchten.

Die Entstehung von Produkten mit héherem Molekulargewicht bei der Einwir-
kung von Athanal auf Casein folgt auch aus dem Verhalten von CR, 120 bei der Sedi-
mentation und bei der Gelfiltration.

Die Spaltbarkeit von Casein-durch Trypsin nimmt mit zunehmender Dauer der
Athanaleinwirkung ab. Bei Cp, 1, ist eine betréchtliche Verringerung der Affinitiit
zum Enzym festzustellen. Dagegen ist die Reaktionsgeschwindigkeit bei Enzym-
séttigung erhoht.

Zusammenfassung

Casein wurde mit Athanal umgesetzt und die Reaktion mit verschiedenen ana-
lytischen Methoden verfolgt. Die Zahl der durch Ionenaustauschchromatographie
und durch Gelelektrophorese trennbaren Komponenten nimmt dabei stark ab.
Die entstehenden Produkte haben hohere Molekulargewichte und werden durch Tryp-
sin weniger angegriffen. Die Michaeliskonstanten sind erhéht. Die Anzahl der mit
1-Fluor-2,4-dinitrobenzol erfafibaren Lysinreste ist kleiner.

Summary

Whole casein shows some remarkable changes in analytical behaviour after
treatment with ethanal at pH 6,5 and room temperature for 120 min.

The number of peaks, separated by chromatography on DEAE.-cellulose is
decreased and the positions of the peaks are changed. Electrophoresis in polyacryl-
amide-gel also showed a decrease in the number of zones and electrophoretic mobili-
ties.

An increase in molecular weights follows from gel filtration and sedimentation
experiments. The cleavage of modified casein by trypsin is diminished ; the K -value
is increased from 2,189, to 3,779%,. The number of ¢-amino groups, detectable with
fluorodininitrobenzene, is decreased.

Probably ethanal causes an crosslinking of peptide chains of casein.
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